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method  pixelwise  MLE  summed intensity 
manual  0.04  0.06  0.07 
intermeans  0.13  0.08  0.1 
watershed  0.13  0.07  0.1 
 
Cells were labeled with donor- and acceptor-conjugated trastuzumab antibodies against the 
cell surface protein ErbB2 to measure its homoassociation. In parallel flow cytometric 
experiments the FRET efficiency was calculated to be 0.08±0.01 (mean±SD). In the 
microscopic measurements the FRET efficiency was calculated using masks generated using 
histogram-based thresholding (manual, intermeans) and manually-seeded watershed 
segmentation. Only pixels inside the masks were included in the calculations. The masks are 
shown in Fig. 4. The FRET efficiency was calculated using pixelwise calculation, maximum 
likelihood estimation (MLE) and from summed intensities. The FRET efficiencies for the 
pixelwise method represent the 5% trimmed mean of the histograms shown in Fig. 4E. 
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FIGURE LEGENDS 
Figure 1. Panels of the rFRET program. (A) Main panel from which panels performing 
calculation of overspill parameters and the FRET efficiency can be opened. Users can save 
and load the application environment, upgrade the program and access extensive help using 
the push buttons in the bottom row. (B) Panel for calculating donor overspill parameters. 
There is a similar panel for performing acceptor overspill parameters. (C) Panel performing 
calculation of parameter . (D) Panel for calculating the FRET efficiency. 
 
Figure 2. Representative calculation of donor overspill factors using the pixel-by-pixel 
method. A sample labeled with a donor-conjugated antibody against ErbB2, a receptor 
tyrosine kinase expressed in the cell membrane, was measured in the donor, FRET and 
acceptor channels and the image recorded in the donor channel is shown in A. Since a 
membrane protein was labeled, manually-seeded watershed transformation was used to 
segment the image. The membrane pixels identified by the watershed algorithm are shown 
in B and the overlay of the segmented and original images in C. The graphs generated when 
pixelwise calculation of the donor overspill parameter is performed are shown in D. 
Histogram of S1 and S3 and dot plots are generated. A polygon gate was placed on the dot 
plot showing the intensity in the FRET and donor channels. The orange dots and curves 
correspond to the gated pixels. The scale bar corresponds to 20 m. 
 
Figure 3. The graph panel generated during the maximum likelihood estimation of 
parameter . Maximum likelihood estimation of the FRET efficiency and  was performed 
with pixels gated in the I3-I1 dot plot (7). Gated pixels are shown in orange. The estimated 
values for the FRET efficiency and  are shown in the blue text boxes on the top. The surface 
plot at the bottom displays the confidence plot of the determined FRET and  values. The 
log-likelihood distribution of pixels at the estimated FRET and  values is shown in the lower 
right corner. A more detailed description of all the adjustable parameters is provided in the 
Supplementary Material. 
 
Figure 4. Representative calculation showing the determination of FRET efficiency. A sample 
was labeled with both donor and acceptor (donor-tagged and acceptor-tagged trastuzumab 
antibodies against the cell surface receptor ErbB2 to measure its homoassociation). The 
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image recorded in the acceptor channel is shown in A. The image was segmented by manual 
thresholding aimed at identifying most of the membrane pixels (B), using the intermeans 
algorithm (C) and manually-seeded watershed transformation (D). The corresponding 
distributions of pixelwise FRET efficiencies are shown in E and the calculated trimmed means 
in Table 2. The scale bar corresponds to 20 m. 
 
Figure 5. Simulation of the distribution of the FRET efficiency at different number of 
detected photons. The number of detected photons from the unquenched donor (ID) and 
from the directly excited acceptor (IA) were assumed to be 20, 100 and 200, and the 
distribution of the calculated FRET efficiency of 100,000 pixels was simulated assuming all of 
them have a FRET value of 0.35. 
 
